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V. SIMPULAN DAN SARAN 
A. Simpulan 
Berdasarkan penelitian efisiensi transformasi plasmid pTA7002-
AtRKD4 menggunakan sel inang Escherichia coli BL21(DE3) yang telah 
dilakukan, diperoleh kesimpulan bahwa :  
1. Variasi konsentrasi inokulum awal dan kecepatan agitasi akan mempercepat 
laju pertumbuhan Escherichia coli BL21(DE3) dengan konsentrasi 
inokulum optimum 3% (
v
/v) dan agitasi 220 rpm.  
2. Suhu kejutan panas 44oC selama 30 detik pada transformasi plasmid 
pTA7002-AtRKD4 meningkatkan efisiensi transformasi plasmid.  
 
B. Saran 
Saran yang diajukan bagi penelitian lanjutan yang terkait dengan 
penelitian efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 menggunakan sel 
inang Escherichia coli BL21(DE3), yaitu :  
1. Rentang waktu kejutan panas dapat diperkecil menjadi 15, 30, 45, 60, 75 
detik, dan seterusnya agar pengaruh waktu benar-benar terlihat dalam 
efisiensi transformasi. 
2. Penelitian lanjutan berupa pengaruh jenis dan konsentrasi larutan garam 
untuk pembuatan sel kompeten dapat dilakukan untuk meningkatkan 
efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 menggunakan sel inang 
Escherichia coli BL21(DE3). 
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3. Ketersediaan alat laboratorium, seperti elektroforase, biosafety cabinet, 
refrigerated centrifuge, heating block, dan shaking waterbath, dapat 
ditambahkan untuk menunjang kegiatan penelitian mengenai transformasi 
plasmid ataupun penelitian lainnya. 
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Lampiran 2. Perbanyakan Agrobacterium tumefaciens EHA 105 yang 
mengandung plasmid pTA7002-AtRKD4  
Perbanyakan Agrobacterium tumefaciens EHA 105 yang mengandung 
plasmid pTA7002-AtRKD4 dilakukan berdasarkan Jutono dkk. (1980) dengan 
modifikasi. Kultur bakteri Agrobacterium tumefaciens EHA 105 diambil 
sebanyak 1 ose. Setelah itu, ose diinokulasikan ke medium LB dengan metode 
streak plate dan diinkubasi pada suhu 28
o
C selama 48 jam. Kultur bakteri ini 
digunakan untuk isolasi plasmid pTA7002-AtRKD4. Koloni tunggal dari biakan 
hasil inkubasi diambil sebanyak 1 ose dan diinokulasikan ke dalam 20 mL LB cair. 
Setelah itu, biakan diinkubasikan pada suhu 28
o
C selama 24 jam. 
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Lampiran 3. Perbanyakan dan pembuatan kultur stok Escherichia coli 
BL21(DE3) 
Perbanyakan Escherichia coli BL21(DE3) dilakukan berdasarkan Jutono 
dkk. (1980) dengan modifikasi. Kultur bakteri Escherichia coli BL21(DE3) hasil 
uji kemurnian diambil sebanyak 1 ose, dan diinokulasikan ke medium LB dengan 
metode streak plate dan diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 24 jam. Koloni 
tunggal dari biakan hasil inkubasi diambil sebanyak 1 ose dan diinokulasikan ke 
dalam 20 mL LB cair. Setelah itu, biakan diinkubasikan pada suhu 37
o
C selama 
semalam (16-18 jam). Koloni tunggal dari biakan hasil inkubasi diambil sebanyak 
1 ose dan diinokulasikan ke dalam 20 mL LB cair atau digoreskan ke LB miring. 
Pembuatan kultur stok dilakukan berdasarkan Thermo Scientific (2012) 
dengan modifikasi. Kultur stok dibuat dari 500 µL biakan bakteri yang 
diinokulasikan ke dalam 500 µL gliserol 50% (
b
/v). Kultur stok diinkubasi pada 
suhu   -20
o
C. 
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Lampiran 4.  Isolasi plasmid menggunakan Presto
TM 
Mini Plasmid Kit 
1. Pemanenan sel  
Sel bakteri yang telah dikulturkan (OD600 4) diambil sebanyak 1,25 mL 
ke dalam microcentrifuge tube 1,5 mL. Sel disentrifugasi pada 15.000 g selama 
1 menit di suhu ruang untuk membentuk pelet sel dan supernatan dibuang. 
Tahap pemanenan sel diulangi seperlunya hingga volume sel kultur sebanyak 
10 mL menggunakan microcentrifuge tube  yang sama.  
2. Resuspensi 
Microcentrifuge tube 1,5 mL yang baru disiapkan dan ditambahkan 
dengan 200 μL Buffer PD1 (yang telah ditambahkan RNase A), kemudian 
TrueBlue Lysis Buffer ditambahkan sebanyak 2 μL dan campurkan dengan 
dikocok. Campuran tersebut dipindahkan ke dalam microcentrifuge tube 1,5 
mL yang mengandung pelet sel, kemudian resuspensi pelet sel dengan vorteks 
atau pipet hingga seluruh pelet sel tercampur. 
3. Lisis sel 
Larutan Buffer PD2 ditambahkan sebanyak 200 μL ke dalam tube, 
kemudian diresuspensi dengan cara membolak-balikan tube 10 kali. Botol 
Buffer PD2 ditutup secepatnya untuk menghindari asidifikasi CO2. Lisat dalam 
tube jangan dihomogenisasi dengan vorteks untuk menghindari rusaknya DNA 
genom. Lisat didiamkan dalam suhu ruang selama 2-5 menit untuk memastikan 
lisat tercampur sempurna. 
4. Netralisasi 
Larutan Buffer PD3 dicampurkan sebanyak 300 μL ke dalam tube, 
kemudian diresuspensi dengan cara membolak-balikkan tube 10 kali. Lisat 
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tidak dihomogenisasi dengan vorteks untuk menghindari rusak DNA genom. 
Setelah itu, lisat disentrifugasi pada 18.000 x g selama 7 menit. Selama 
sentrifugasi, kolom PDH diletakkan di Collection Tube. 
5. Pengikatan DNA 
Supernatan hasil sentrifugasi dipindahkan ke kolom PDH. Tip pipet 
yang sempit digunakan untuk memastikan seluruh supernatan telah dipindah 
tanpa merusak prespitat putih. Setelah itu, supernatan disentrifugasi pada 
15.000 x g selama 30 detik pada suhu ruang, kemudian buang cairan pada 
Collection Tube. Kolom PDH diletakkan kembali di Collection Tube. 
6. Pencucian 
Wash Buffer (telah ditambahkan dengan etanol absolut) ditambahkan 
sebanyak 600 μL ke dalam kolom PDH. Setelah itu, larutan disentrifugasi pada 
15.000 x g pada suhu ruang selama 30 detik. Larutan sisa pada Collection Tube 
dibuang dan kolom PDH diletakkan kembali ke dalam Collection Tube, 
kemudian disentrifugasi kembali pada 15.000 x g pada suhu ruang selama 3 
menit untuk mengeringkan matriks kolom. Kolom PDH yang telah kering 
dipindahkan ke dalam microcentrifuge tube 1,5 mL yang baru.  
7. Elusi 
Elution Buffer  dihangatkan pada suhu 60-70
o
C. Setelah itu, Elution 
Buffer sebanyak 30 μL ditambahkan ke tengah-tengah matriks kolom dan 
didiamkan selama 2 menit untuk membiarkan Elution Buffer terserap sempurna. 
Setelah itu, larutan disentrifugasi pada 15.000 x g pada suhu ruang selama 2 
menit untuk mengelusi plasmid yang telah dipurifikasi. 
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Lampiran 5. Perhitungan konsentrasi dan massa plasmid pTA7002-AtRKD4 
Konsentrasi plasmid pTA7002-AtRKD4 = A260 x 30 x 50 μg/mL 
               = 1,837 x 30 x 50 μg/mL 
               = 2.755,5 μg/mL 
               = 0,0027555 μg/μL 
Jadi, konsentransi plasmid PTA7002-AtRKD4 sebesar 0,0027555 µg/µL 
 
Massa plasmid pTA7002-AtRKD4 = konsentrasi plasmid x volume plasmid transformasi 
        = 0,0027555 μg/μL x 2 μL 
           = 0,00511 μg 
Jadi, massa plasmid pTA7002-AtRDK4 untuk satu proses transformasi sebesar 
0,00511 µg 
 
Fraksi plasmid pTA7002-AtRKD4  = 
                          
                          
 
    
     
      
 
          
Jadi, fraksi plasmid PTA7002-AtRKD4 yang digunakan sebesar 0,0222 
 
Massa plasmid pTA7002-AtRKD4 yang disebar = Massa plasmid x fraksi plasmid 
           = 0,00511 μg  x 0,02222 
           = 0,000122 μg 
           = 0,122 ng 
Jadi, massa plasmid pTA7002-AtRKD4 yang diinokulasi spread plate dalam satu 
kali proses transformasi sebesar 0,000122 μg atau 0,122 ng. 
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Lampiran 6. Raw Data efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 
Waktu Transformasi (detik) 
Suhu Transformasi 
42
o
C 44
 o
C 46
 o
C 
KT ET KT ET KT ET 
30 
1 11 8,98.10
4
 60 4,90.10
5
 14 1,14.10
5
 
2 30 2,45.10
5
 198 1,62.10
6
 9 7,35.10
4
 
3 16 1,31.10
5
 171 1,40.10
6
 23 1,88.10
5
 
 
Rerata 19 1,55.10
5
 143 1,17.10
6
 15,33 1,25.10
5
 
60 
1 45 3,67.10
5
 11 8,98.10
4
 27 2,20.10
5
 
2 44 3,59.10
5
 26 2,12.10
5
 28 2,29.10
5
 
3 110 8,98.10
5
 131 1,07.10
6
 36 2,94.10
5
 
 
Rerata 66,33 5,42.10
5
 56 4,57.10
5
 30,33 2,48.10
5
 
90 
1 42 3,43.10
5
 69 5,63.10
5
 45 3,67.10
5
 
2 39 3,18.10
5
 20 1,63.10
5
 24 1,96.10
5
 
3 51 4,16.10
5
 26 2,12.10
5
 44 3,59.10
5
 
 
Rerata 44 3,59.10
5
 38,33 3,13.10
5
 37,67 3,08.10
5
 
120 
1 61 4,98.10
5
 9 7,35.10
4
 38 3,10.10
5
 
2 39 3,18.10
5
 7 5,72.10
4
 30 2,45.10
5
 
3 36 2,94.10
5
 5 4,08.10
4
 43 3,51.10
5
 
 
Rerata 45,33 3,70.10
5
 7 5,72.10
4
 37 3,02.10
5
 
240 
1 176 1,44.10
6
 31 2,53.10
5
 13 1,06.10
5
 
2 133 1,09.10
6
 172 1,40.10
6
 13 1,06.10
5
 
3 106 8,66.10
5
 98 8,00.10
5
 14 1,14.10
5
 
 
Rerata 138,33 1,13.10
6
 100,33 8,19.10
5
 13,33 1,09.10
5
 
Ketarangan :  
1
KT merupakan jumlah koloni tunggal yang dinyatakan dalam satuan CFU 
2
ET merupakan efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 yang 
dinyatakan dalam satuan CFU/µg plasmid. 
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Lampiran 7. Hasil ANAVA efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 
menggunakan metode kejutan panas pada Escherichia coli  
BL21(DE3)  
Analisis Univariat dari Varians 
 
Tes Efek Antar-Subjek 
Variabel bebas : Efisiensi Transformasi (x10000 CFU/μg) 
Sumber 
Jumlah Kuadrat Tipe 
III Df Rerata kuadrat F Sig. 
Model terkoreksi 50870.704 14 3633.622 4/401 .000 
Intercept 83505.123 1 83505.123 101.143 .000 
Suhu 10359.219 2 5179.610 6.274 .005 
Waktu 10265.963 4 2566.491 3.109 .030 
Suhu*Waktu 30245.522 8 3780.690 4.579 .001 
Error 24768.496 30 85.617   
Total 159144.323 45    
Total Terkoreksi 75639.200 44    
a. Kuadrat  R = .673 (Kuadrat R Terukur = .520) 
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Lampiran 8. Hasil DMRT efisiensi transformasi plasmid pTA7002-AtRKD4 
menggunakan metode kejutan panas pada Escherichia coli 
BL21(DE3)  
 
Suhu Transformasi (Celsius) 
Subset Homogen 
Efisiensi Transformasi (x10000 CFU/µg) 
Duncan
a,b
 
Suhu Transformasi (Celsius) N 
Subset 
1 2 
Suhu 46
o 
15 21.82907  
Suhu 42
o
 15  51.11595 
Suhu 44
o
 15  56.28743 
Sig.  1.000 ,626 
Rerata untuk grup dalam subset homogen diperlihatkan 
Berdasarkan rerata observasi 
Nilai error adalah Rerata Kuadrat (Error) = 825.617 
a. Menggunakan Ukuran Rerata Sampel Harmonik = 15,000. 
b. Alpha = ,05 
 
Waktu Transformasi  
Subset Homogen 
Efisiensi Transformasi (x10000 CFU/µg) 
Duncan
a,b
 
Waktu Transformasi N 
Subset 
1 2 
120 detik 9 24.31501  
90 detik 9 32.66195  
60 detik 9 41.55326 41.55326 
30 detik 9 48.26710 48.26710 
240 detik 9  68.59009 
Sig.  .115 .068 
Rerata untuk grup dalam subset homogen diperlihatkan 
Berdasarkan rerata observasi 
Nilai error adalah Rerata Kuadrat (Error) = 825.617 
a. Menggunakan Ukuran Rerata Sampel Harmonik = 9,000. 
b. Alpha = ,05 
 
 
 
 
 
 
